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Slika 1: Shematski prikaz principa masne spektrometrije. Osnovni deli masnega 
spektrometra so ionizator, analizator in detektor. Pri postopku ionizacije molekule 
dobijo naboj. Masni analizator loči komponente po razmerju med njihovo maso in 
nabojem preden dosežejo detektor. Računalnik povezan z instrumentom skonstruira 
masne spektre peptidov A, B in C. 
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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
 
2-DE dvo-dimenzionalna poliakrilamidna gelska elektroforeza (ang. two-dimensional 
gel electrophoresis) 
DNA deoksiribonukleinska kislina (ang. deoxyribonucleic acid) 
ESI ionizacija z elektrosprejem (ang. electrospray ionization) 
HPLC tekočinska kromatografija visoke ločljivosti (ang. high pressure liquid 
chromatography) 
LC tekočinska kromatografija (ang. liquid chromatography) 
MALDI ionizacija na nosilcu z lasersko desorpcijo (ang. matrix-assisted laser 
desorption/ionization) 
MS masna spektrometrija (ang. mass spectrometry) 
MS/MS tandemska masna spektrometrija (ang. tandem mass spectrometry) 
PAGE poliakrilamidna gelska elektroforeza (ang. polyacrylamide gel electrophoresis) 
PMF peptidno mapiranje (ang. peptide mass fingerprinting) 
rRNA ribosomalna ribonukleinska kislina (ang. ribosomal ribonucleic acid) 
SDS  natrijev dodecil sulfat (ang. sodium dodecyl sulfate) 
TCA triklorovodikova kilsina (ang. trichloroacetic acid) 
TOF analizator od časa preleta ionov (ang. time of flight) 
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Fermentirana živila so že dolgo del človeške prehrane in so primarno predstavljala predvsem 
način za podaljšanje njihovega roka uporabe. Čeprav arheološki dokazi kažejo, da so bila 
fermentirana živila del človeške prehrane že 7000 let pr. n št., je šele razcvet mikrobiologije po 
letu 1850 pokazal, da so za procese odgovorni mikroorganizmi (Caplice in Fitzgerald, 1999). 
Opazovanje vzorcev pod mikroskopom in kultivacija osnovnih sodelujočih mikroorganizmov 
so bili začetki razumevanja fermentacij, kot ga imamo danes. 
 
Za razliko od modernega načina priprave fermentiranih živil se po mnogih državah po svetu 
fermentirana živila pripravljajo na tradicionalni način (spontana fermentacija), brez 
standardiziranih starterskih kultur in postopkov . Tako pripravljena živila so mnogokrat veliko 
polnejšega okusa, saj jih karakterizira pestra mikrobna diverziteta in v končnem produktu je 
prisotnih veliko več različnih metabolitov (Lee in sod., 2016). 
 
Odkar metode sekvenciranja postajajo čedalje cenejše in dostopnejše, so se za preučevanje 
najrazličnejših bioloških sistemov začeli uporabljati t.i. omski pristopi. Omski pristopi temeljijo 
na preučevanju bioloških molekul, na vseh ravneh celične organizacije. Genomika se ukvarja s 
preučevanjem genomov in metagenomika nam lahko da vpogled v biodiverziteto mikrobnih 
združb, transkriptomika preučuje prepisane mRNA molekule in njihovo spreminjanje v času, 
proteomika se ukvarjata s preučevanjem proteinov, metabolomika pa s preučevanjem ostalih 
celičnih metabolitov (Horgan in Kenny, 2011). 
 
Razvoj v tehnikah separacije proteinov in napredki masne spektrometrije, hkrati s čedalje bolj 
celovitimi genomskimi in proteomskimi bazami, vodi v porast metaproteomskih raziskav 
različnih mikrobnih združb (Eidhammer in sod., 2007). Metaproteomika nam nudi vpogled v 
mikrobno funkcijo in jo lahko uporabimo za preučevanje mikrobnih združb v različnih stanjih 
in okoljih, hkrati pa lahko dobimo v pogled v kompleksne interakcije med substratom in 
mikrobiomom (Hettich in sod., 2012). 
 
Do sedaj so metaproteomiko za razumevanje fermentacije živil uporabili pri živilih, kot so 
fermentirana sojina pasta (da-jiang), fermentirano koruzno testo (pozol), riževo vino, 
fermentirani Pu-erh čaj in kislo testo (Zhao in sod., 2015; China, 2014). Čeprav so opravljene 
študije prispevale k razumevanju mikrobne funkcije v teh živilih, pa celotni potencial 
metaproteomike, zaradi omejitev pri ključnih korakih analize, še ni izpopolnjen.  
2 FERMENTACIJA ŽIVIL 
2.1 ZGODOVINA 
Razvoj postopkov dimljenja, sušenja, soljenja in fermentacije živil je bil pomemben mejnik v 
zgodovini človeške prehrane. Starodavna ljudstva so na tak način živilom podaljšala rok 
trajanja in povečala varnost uživanja dobrin. Arheološki dokazi kažejo, da je do sedaj najstarejši 
znani primer fermentiranega živila alkoholni napitek iz mešanice riža, medu in sadja. 
Predvideno so pijačo izdelovali 7000 pr. n. št., dokaze pa so našli v vasi Jinhu na Kitajskem. 
Izdelovanje vina lahko datiramo nazaj do leta 6000 pr. n. št. v Gruziji. Iz arheoloških najdb 
vemo tudi, da so vino poznali in izdelovali tudi v Iranu. Tam odkrite kozarce z ostanki vina 
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starimi 7000 let hranijo na Univerzi v Pensilvaniji. Močni dokazi kažejo na to, da so alkoholne 
fermentirane pijače uživali tudi v Babilonu 3000 let pr. n. št, antičnem Egiptu 3150 pr. n  št. in 
Srednji Ameriki 2000 pr. n. št (Anagnostopoulos in Tsaltas, 2019).  
2.2 OSNOVE FERMENTACIJE 
Z biokemijskega vidika je fermentacija metabolni proces pridobivanja energije s pomočjo 
organskih molekul, brez sodelovanja zunanjega sprejemnika elektronov – oksidanta. 
Fermentacija na različne načine spreminja lastnosti živil. Glavne posledice so i) konzerviranje 
živil z nastankom inhibitornih spojin, kot so organske kisline, etanol, ogljikov dioksid, diacetil, 
bakteriocini itd., hkrati z zmanjšanjem vodne aktivnosti zaradi dodatka soli ali sušenja, ii) 
izboljševanje varnosti živil z inhibicijo patogenov ali odstranjevanje toksičnih snovi, iii) 
izboljšane prehranske vrednosti, iv) izboljšane organoleptičnih lastnosti živil (Ray in Joshl, 
2014). 
 
V proces fermentacije živil so vključeni različni mikroorganizmi. Najpomembnejše bakterije 
so iz družine Lactobacillaceae, ki imajo zmožnost pretvarjanja ogljikovih hidratov v mlečno 
kislino. Kvasovke imajo pomembno vlogo pri nastanku živil, kot so vino, pivo, etanol in 
vzhajanju testa, vendar pa so najpogostejši mikroorganizmi vpleteni v proces fermentacije živil 
mlečnokislinske bakterije (ang. lactic acid bacteria, LAB) (Ray in Joshl, 2014). 
2.3 FERMENTIRANA ŽIVILA 
Spontana fermentacija različnih surovin (kot so na primer mleko, žita, stročnice, sadje in soja) 
je v praksi prisotna v različnih delih sveta, zato imamo na voljo pester izbor tradicionalnih 
fermentiranih živil (Vogelmann in sod. 2009). Najbolje poznana in komercialno proizvajana 
živila so produkti fermentacij substratov, kot so mleko, meso, kumare in zelje. Tako poznamo 
in uporabljamo široka paleto več kot 400 vrst sirov 20 različnih tipov in pester izbor jogurtov, 
fermentiranih mlečnih pijač, fermentiranih klobas in salam, kislih kumaric in kislega zelja 
(Caplice in Fitzgerald, 1999). 
2.4 PONOVNO ZANIMANJE ZA FERMENTIRANA ŽIVILA 
Fermentirana živila so pomembna tudi zato, ker k človeški prehrani doprinanšajo širok spekter 
okusov, arom in tekstur, ki obogatijo prehrano. Zanimanje za različna fermentirana živila prav 
tako narašča zaradi njihovih zdravju koristnih lastnosti. Čeprav za veliko njih nimamo 
konkretne znanstvene podlage in kvalitetno izvedenih študij, so nekatere študije potrdile 
nekatere izmed njih (Leroy and DeVuyst, 2014). Med fermentirano zelenjavo sta veliko 
pozornosti tako ljudi kot znanstvenikov pritegnila predvsem kislo zelje ter kimchi. Raziskave 
so pokazale manjšo stopnjo debelosti pri ljudeh, ki redno zauživajo kimchi (Kim in sod., 2012) 
in opisali so potencialne učinke na zmanjšanje telesne teže pri ljudeh (Kim in sod., 2011).  Kefir 
naj bi zmanjšal simptome intolerance na laktozo, stimuliral delovanje imunskega sistema in 
zniževal holesterol, hkrati pa so mu pripisali tudi antimutagene učinke (Güzel-Seydim in sod., 
2016). Manj raziskav se je osredotočalo na druga fermentirana živila, vseeno pa so opazili 
povišan insulinotropični odziv pri podganah, ki so uživale fermentirano sojo v primerjavi z 
nefermentirano (Kwon in sod., 2007). Študije so pokazale, da ima sojina pasta protitumorsko 
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delovanje, vpliva na zmanjšanje vsebnosti holesterola in krvnega pritiska, preprečuje čir na 
želodcu in deluje antioksidativno (Kim in sod., 2016). 
3 METAPROTEOMSKE ŠTUDIJE 
3.1 OMSKI PRISTOPI 
Omski pristopi vključujejo študijo različnih molekul, vključenih v razvoj in vzdrževanje 
življenja na vseh ravneh organizacije, od organela do ekosistema.  Običajno so namenjeni 
predvsem odkrivanju genov (genomika), mRNA (transkriptomika), proteinov (proteomika), 




Proteini so zgrajeni iz ene ali več verig polipeptidov, katerih gradniki so aminokisline povezane 
s peptidnimi vezmi. So pomembne molekule v celici in so nosilci številnih izvršilnih funkcij. 
Pogosti med njimi so encimi, ki katalizirajo biokemijske reakcije. Regulatorni proteini 
usmerjajo celico v pravilno izražanje genov. Nekateri proteini imajo pomembno strukturno 
funkcijo in so gradniki celičnih komponent, spet drugi pa delujejo kot prenašalci in prenašajo 
molekule znotraj in med celicami (Eidhammer in sod., 2007). 
 
Skupaj vse variacije proteinov v celici predstavljajo proteom. Z besedo proteom opišemo vse 
sintetizirane proteine, ki jih proizvedejo celice (v primeru večceličnih organizmov določeno 
tkivo ali skupina celic) v danem času in prostoru. Preučuje jih proteomika, katere cilj je:  i) 
poznati vse proteine v celici, ii) primerjati sintezo proteinov v dveh ali več vzorcih, iii) locirati 
in identificirati posttranslacijske modifikacije in iv) preučiti interakcije med proteini 
(Baltimore, 2001). Vsaka celica sicer vsebuje genetsko informacijo celotnega organizma, 
vendar pa lahko le s proteomiko zaznamo celični fenotip in sintetizirane proteine. Vsak protein 
je odgovoren za eno ali več specifičnih funkcij in pod različnimi pogoji v okolju in različnih 
življenjskih dobah celic se pojavljajo različni vzorci izražanja genov. Ti vodijo v prepis 
različnih proteinov. Na funkcijo, ki jo protein opravlja v celici, prav tako vplivajo 
posttranslacijske modifikacije (Eidhammer in sod., 2007). 
3.2.2 Začetki metaproteomike 
Izraz metaproteomika sta predlagala Wilmes in Bond (2004) in pomeni karakterizacijo 
proteoma okoljskih vzorcev v nekem danem času in prostoru. Prvotno so identificirali tri 
proteine s pomočjo dvo-dimenzionalne gelske elektroforeze (ang. two-dimensional gel 
electrophoresis) ter tekočinske kromatografije sklopljene s tandemsko masno spektrometrijo 
(ang. liquid chromatography with tandem mass spctrometry, LC-MS/MS) . Že leto kasneje so 
Ram in sod., (2005) uspeli identificirati preko 2000 proteinov z LC-MS/MS in prilagojeno 
metagenomsko bazo podatkov. Napredki v tehnologiji masne spektrometrije sedaj omogočajo 
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tudi več kot 40000 določenih masnih spektrov na uro, kar pomeni, da lahko opravimo temeljito 
analizo metaproteoma mikrobne združbe že v nekaj urah.   
 
Metaproteomika se danes uporablja za odkrivanje funkcije mikroorganizmov v različnih 
ekoloških združbah in nišah. Svoje začetke ima pri preučevanju vzorcev aktivnega blata pri 
čiščenju odpadnih voda, veliko študij pa je tudi preučevalo vzorce morskih sistemov (Williams 
in Cavicchioli, 2014), zemlje (Starke in sod., 2019) in mikrobiote gastrointestinalnega trakta 
(Zhang in sod., 2017).  
3.3 POTEK METAPROTEOMSKE ANALIZE 
Obstajata dva glavna pristopa k metaproteomski analizi na osnovi masne spektrometrija, ki ju 
s tujko imenujemo top-down in bottom-up pristop. Pri top-down pristopu analiziramo intaktne 
proteine, pri bottom-up pristopu pa proteine pred analizo z masno spektrometrijo razgradimo v 
peptide (Bose in sod., 2019). V nadaljevanju bo opisan slednji, saj se je večinoma uporabljal za 
preučevanje fermentiranih živil.  
 
Osnovni koraki bottom-up metaproteomske analize so: i) priprava vzorca, ki vključuje 
ekstrakcijo in očiščenje proteinov, separacijo proteinov z gelsko elektroforezo/ separacijo 
peptidov s kromatografijo, ii) analiza z masno spektrometrijo, iii) priprava baze podatkov, iv) 
bioinformatska analiza (Yang in sod., 2020). 
3.3.1 Priprava vzorca 
3.3.1.1 Ekstrakcija celotnih proteinov 
Analiza proteoma ali metaproteoma se lahko prične šele, ko iz vzorca ustrezno ekstrahiramo 
proteine. Da zagotovimo lizo različnih vrst celic in ločimo vse proteine od vzorca, je potrebnih 
več različnih metod ekstrakcije. Protokoli za ekstrakcijo običajno vključujejo tri korake: i) 
razgradnja celične stene in membrane, ii) ekstrakcija proteinov v pufru, iii) precipitacija 
proteinov. Pri preučevanju fermentiranih živil se pogosto uporablja razgradnja z uporabo 
detergentov, kot je natrijev dodecil sulfat (ang, sodium dodecyl sulfate, SDS), združena z 
ultrasonifikacijo. Pogosto uporabljena metoda za precipitacijo je uporaba triklorovodikove 
kisline z acetonom (ang. trichloroacetic acid/ acetone, TCA/ acetone). Uporaba različnih pufrov 
ima pomemben vpliv na kakovost ekstrakcije. Pogosto je potrebno sistematično razviti 
protokole za ekstrakcijo, saj imajo različne kemijske, biokemijske ter fizikalne lastnosti vzorca 
velik vpliv na kakovost ekstrakcije (Kunath in sod., 2019). 
3.3.1.2 Gelska separacija  
Ločevanje proteinov je ključen korak proteomske analize in obstaja več različnih tehnik in 
metod za njeno izvedbo. Gelska elektroforeza je tehnika, s katero lahko istočasno ločimo tisoče 
neznanih proteinov (Eidhammer in sod., 2007). Proteine lahko ločimo na podlagi razlik v 
njihovi masi ali naboju, da dobimo bolj kakovostno ločbo pa se pogosto poslužujemo uporabe 
obeh metod.  
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Poliakrilamidna gelska elektroforeza z natrijevim dodecil sulfatom 
Poliakrilamidna gelska elektroforeza z natrijevim dodecil sulfatom (ang. sodium dodecyl 
sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis, SDS-PAGE) je tehnika za ločevanje na podlagi 
razlik v molekulski masi in temelji na dejstvu, da je hitrost potovanja molekule po gelu obratno 
sorazmerna njeni masi. Poliakrilamid je polimer, ki pod pravimi pogoji tvori porozni gel z 
mnogo majhnimi luknjicami in žepki. Proteini potujejo v električnem polju, večji bodo potovali 
počasneje. (Eidhammer in sod., 2007).  
 
Pravilna priprava proteinov je pomemben korak pred izvedbo SDS-PAGE. Potrebujemo 
mešanico proteinov pri katerih je velikost proporcionalna masi, hkrati pa morajo biti nabiti z 
nabojem prav tako proporcionalnim njihovi masi. V nativni obliki imajo proteini tri-
dimenzionalno strukturo, zato jih je pred elektroforezo potrebno denaturirati in pridobiti 
linearne proteine. Prav tako pa so proteini različno nabiti, kar onemogoča postopek separacije. 
V mešanico proteinov se zato doda natrijev dodecil sulfat, detergent z dolgim hidrofobnim 
repom in negativno nabito glavo. Molekule detergenta denaturirajo proteine in jim dajo 
negativni naboj, ki je proporcionalen njihovi velikosti (Eidhammer in sod., 2007). 
Izoelektrično fokusiranje 
Ločevanje proteinov glede na njihovo izoelektrično točko se imenuje izoelektrično fokusiranje. 
Gradient pH ustvarijo na agarozni ali poliakrilamidni gel imobilizirane spojine. Tako 
dosežemo, da se vrednost pH po gelu kontinuirano veča. Po prenosu vzorcev gel izpostavimo 
električnemu toku, zaradi katerega se bodo različno nabiti proteini začeli pomikati proti 
nasprotno nabiti elektrodi, dokler ne bodo dosegli izoelektrične točke, kjer se bo zaradi 
njihovega nevtralnega naboja migracija zaključila (Eidhammer in sod., 2007). 
Dvo-dimenzionalna gelska elektroforeza 
Principa SDS-PAGE ter izoelektričnega fokusiranja združuje 2-DE, ki se je zaradi dobre 
resolucije in občutljivosti, izkazala kot primerno orodje za analizo proteinov iz kompleksnih 
bioloških virov. V prvi dimenziji se proteine loči na podlagi razlik v izoelektrični točki in v 
drugi dimenziji po njihovi masi z SDS-PAGE (O'Farrell, 1975).  
3.3.1.3 Razgradnja proteinov 
Razgradnja proteinov je skupna vsem bottom-up metaproteomskim analizam. Za razgradnjo 
proteine tretiramo z izbranim encimom in sicer po njihovi ekstrakciji ali po gelski separaciji. 
Kot encim največkrat uporabimo tripsin, ker je lahko dostopen, ima visoko specifičnost in nam 
omogoča ponovljive rezultate (Bose in sod., 2019). Zelo pogost pristop je zato uporaba SDS-
PAGE z razgradnjo proteinov s tripsinom v gelu, kateremu sledi tekočinska kromatografija 
(Kohrs in sod., 2014). Razgradnjo proteinov lahko opravimo tudi takoj po ekstrakciji (Wolters 
in sod., 2001), vendar je korak gelske separacije vseeno zaželen, ker zmanjša možnost 
zamašitve kolon in kapilar kromatografskega sistema, odstrani nečistote in omogoča lažjo 
analizo kompleksnega vzorca.   
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3.3.1.4 Kromatografske metode separacije 
Tekočinska kromatografija (ang.  liquid chromatography, LC) je tehnika za separacijo molekul, 
ki uporablja tekočo mobilno fazo in trdno stacionarno fazo. Prvotno se je mobilna faza pomikala 
preko stacionarne faze kot posledica delovanja gravitacije, danes pa se zaradi boljše resolucije 
uporablja tekočinska kromatografija visoke ločljivosti (ang. high pressure liquid 
chromatography, HPLC), kjer mobilna faza potuje preko stacionarne pod visokim pritiskom. 
(Eidhammer in sod., 2007). Proteini se ločijo zaradi različnih fizikalno-kemijskih lastnosti, 
katerih posledica je, da nekateri proteini dlje časa potujejo preko stacionarne faze. Ker jo je 
možno neposredno sklopiti s kapilaro elektrosprej ionizatorja, je LC idealen način separacije 
proteinov za nadaljnjo analizo na osnovi masne spektrometrije (Clark in Pazernik, 2012; Križaj, 
2008). 
3.3.2 Masna spektrometrija  
Ko želimo identificirati proteine v vzorcu, preučujemo lastnosti, po katerih lahko proteine 
povežemo z že znanimi proteini. V splošnem to naredimo s primerjavo izmerljivih lastnosti 
med proteini in vzorcu in proteini opisani v proteinskih bazah podatkov. Za najučinkovitejšo 
tehniko se je izkazalo merjenje mase s pomočjo masnih spektrometrov. Masni spektrometri so 
inštrumenti, s katerimi lahko določimo maso molekul v vzorcu. Njihovi osnovni deli so 
ionizator, analizator in detektor (Eidhammer in sod., 2007). 
 
Slika 1: Shematski prikaz principa masne spektrometrije. Osnovni deli masnega spektrometra so ionizator, 
analizator in detektor. Pri postopku ionizacije molekule dobijo naboj. Masni analizator loči komponente po 
razmerju med njihovo maso in nabojem preden dosežejo detektor. Računalnik povezan z instrumentom skonstruira 
masne spektre peptidov A, B in C. (Eidhammer in sod., 2007: 68) 
3.3.2.1 Masni spektrometer 
Ionizator 
V proteomiki se ionizirano stanje molekul običajno doseže z dodajanjem protonov in redkeje z 
njihovim odstranjevanjem. Masa peptida (m) ali proteina se na ta način poveča za 1 Da z vsakim 
dodanim protonom. Po dogovoru število dodanih proteinov označimo s črko z. Masni 
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spektrometri pravzaprav ne merijo mase direktno, temveč posredno z določanjem razmerja med 
maso in nabojem (m/z) (Eidhammer in sod., 2007). Za ionizacijo se najpogosteje uporabljata 
ionizacija v nosilcu z lasersko desorpcijo (ang. matrix-assisted laser desorption/ionization, 
MALDI) in ionizacija z elektrosprejem (ang. electrospray ionization, ESI).  
 
MALDI je nedestruktivna, ''mehka'' metoda ionizacije, kjer vzorec zmešamo z nosilcem na 
kovinski površini, laserski curek ionov pa nato povzroči sublimacijo, ki preidejo v plinasto fazo. 
(Karas in Hillenkamp, 1988). ESI je prav tako ''mehka'', nedestruktivna metoda, pri kateri v 
kapljicah dodajamo v ionizator vzorec v raztopini, skozi kovinsko kapilaro s pozitivnim 
električnim potencialom. Ob izhodu iz kapilare zaradi odparevanja topila ostanejo le ioni 
peptida s pozitivnim nabojem, ki začnejo pospeševati proti analizatorju (Fenn in sod., 1989; 
Križaj, 2008). 
Analizator 
Masni analizator je osnovni element, na katerem temeljijo tehnologije masne spektrometrije. 
Ionizatorji so lahko sklopljeni z različnimi masnimi analizatorji, kot je na primer pogosto 
uporabljen analizator na čas preleta ionov (ang. time of flight, TOF). TOF omogoči zaznavo 
m/z tako, da meri čas, ki ga potrebujejo delci od površine vzorca do detektorja. Učinkovitost 
meritve je odvisna od sposobnosti  detekcije vseh spojin v vzorcu z enako učinkovitostjo, 
natančnosti izračuna razmerja m/z in povezave pridobljenega vrha z ustrezno naravo spojine 
(Pareige in sod., 2016). Ioni usmerjeno potujejo do analizatorja v pulzih, nato pa sledi 
pospeševanje v električnem polju.  Pogosto v analizatorju tudi refrektron, elektrostatsko zrcalo, 
ki izravna razlike v kinetični energiji ionov z enakim m/z, kar izboljša natančnost meritve 
(Eidhammer in sod., 2007; Križaj, 2008). 
 
Slika 2 : Shematski prikaz analizatorja na čas preleta ionov (TOF) (Eidhammer in sod., 2007: 85) 
3.3.2.2 Analiza masnega spektra 
Peptidno mapiranje 
Če uporabimo le en masni spektrometer, bomo proteinom določili maso in tako pridobili 
seznam eksperimentalnih mas. Za identifikacijo proteina je potrebna analiza pokrivanja s 
predhodno znanimi proteini v bazi podatkov, postopek se imenuje peptidno mapiranje (ang. 
peptide mass fingerprinting, PMF) (Križaj, 2008). 
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Tandemska masna spektrometrija 
Da lahko peptidom poleg mase določimo še zaporedje, potrebujemo dodatni masni 
spektrometer, metoda se imenuje tandemska masna spektrometrija (ang. tandem mass 
spectrometry, MS/MS). S prvo analizo specifično izberemo ionizirane molekule v določenem 
intervalu masnega spektra. Izbrani ione iona nato izpostavimo koraku fragmentacije, kjer 
dobimo število fragmentov na izbran ion. Druga masna analiza izmeri maso (razmerje med m/z) 
fragmentiranih ionov, iz katerih lahko nato razberemo zaporedje. Zaradi možnosti uporabe 
masnih spektrometrov za odkrivanje peptidnih zaporedij je MS/MS najpogosteje uporabljena 
vrsta masne spektrometrije (Eidhammer in sod., 2007).  
 
LC-MS/MS je tekočinska kromatografija združena z masno spektrometrijo v tandemu. Je 
vsestranska, robustna in občutljiva metodologija, ki se jo uporablja za skoraj vse majhne 
molekule, tudi peptide. Hkrati pa omogoča avtomatizirano detekcijo, zato se jo pogosto 
poslužimo pri preučevanju molekul (Yang in sod., 2020). 
 
Slika 3: Shematski prikaz poteka metaproteomske analize (Yang in sod., 2020) 
3.3.3 Vzpostavitev baze podatkov 
Podatkovne baze so ključni del analize eksperimentalno pridobljenih metaproteomskih 
podatkov. S pomočjo shotgun metagenomike lahko ustvarimo bazo podatkov teoretičnih 
proteinov glede na pridobljene genomske informacije, ali pa ustvarimo pseudo-metagenomsko 
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bazo podatkov proteinov s pomočjo javno dostopnih baz proteinov glede na predvideno 
mikrobno strukturo opazovane mikrobne združbe v vzorcu (Muth in sod., 2016). Pogosto 
uporabljene javno dostopne proteinske baze podatkov so SwissProt, NCBInr, EMBL.  
3.3.4 Bioinformatska analiza 
Za identifikacijo proteinov bottom-up metaproteomski pristop zahteva taksonomsko specifične 
peptide za identifikacijo, kvantifikacijo in funkcionalno anotacijo metabolne analize (Zhang in 
Figeys, 2019). Na voljo imamo različno programsko opremo in platforme, kot so Unipept, 
MetaLab, Proteostorm. Za določanje funkcij proteinov imamo na voljo baze podatkov COG 
(Cluster of Orthologous Groups), GO (Gene Ontology) in KEGG (Kyoto Encyclopedia of 
Genes). GO je zbirka podatkov o funkciji genov. KEGG je podatkovna baza, s katero si lahko 
pomagamo pri razumevanju delovanja in funkcije bioloških sistemov, kot so celica, organizem 
in ekosistem in predvsem temelji na zbranih podatkov sekvenciranja genomov (Chandramouli 
in Qian, 2009). 
4 METAPROTEOMIKA FERMENTIRANIH ŽIVIL 
Za preučevanje fermentiranih živil so se do sedaj  uporabljali različni pristopi. Tipično so bile 
v uporabi od kulture odvisne ali mikrobiološke metode. Od kulture odvisne metode zahtevajo 
čisto kulturo izoliranega organizma, ki ga nato preučujemo s konvencionalnimi in 
biokemijskimi, pa tudi najmodernejšimi molekularnimi orodji. Čeprav so ti pristopi zelo 
pomembni za ugotavljanje sestave mikrobne združbe in funkcije, se ocenjuje, da 99 % 
mikroorganizmov iz naravnega okolja ni kultivabilnih. To predstavlja veliko omejitev pri 
preučevanju kompleksnih sistemov (Srivastava in sod., 2019). 
 
Za preučevanje kompleksnih mikrobnih združb so posebej obetavni omski pristopi. Z uporabo 
metagenomskega sekvenciranja so na področju fermentiranih živil (Nalbantoglu in sod., 2014) 
identificirali mikrobne vrste prisotne v zrnih kefirja, ki jih predhodno niso zaznali s pomočjo 
rRNA sekvenciranja, kar kaže na boljšo resolucijo in natančnejšo oceno strukture opazovane 
združbe mikroorganizmov. Metagenomika, ki temelji na tarčnem pomnoževanju določenih 
regij, kot je 16S rRNA ali shotgun sekvenciranju celotne DNA v vzorcu, je do sedaj razkrila 
veliko znanja o mikrobiološki združbi fermentiranih živil, predominantnih mikroorganizmih in 
njihovem metabolnem potencialu ter virih kontaminacije pri živilih, kot so kimchi, nuruk in 
daqu (Jung in sod., 2011; Bal in sod., 2014; Wu in Deng, 2016). 
 
Metaproteomika nam omogoča globlji vpogled v mikrobiom z analiziranjem taksonomske in 
funkcionalne sestave kompleksnih mikrobnih združb v raznolikih okoljih. Na podlagi 
metaproteomskih podatkov lahko stanje mikrobnih združb povežemo s spremembami v okolju 
in parametri določenega procesa (Kleiner, 2019). 
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4.1 PRIMERI METAPROTEOMSKIH ŠTUDIJ FERMENTIRANIH ŽIVIL 
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Spremembe in interakcije med mikrobnimi združbami med fermentacijo imajo pomemben 
vpliv na kakovost sira. Preučevanje sira s proteinske perspektive lahko pomaga pri razumevanju 
vlog funkcionalnih mikroorganizmov in nam da teoretično osnovo kontrole fermentacijskega 
procesa in varnosti produkta (Imran in sod., 2019). 
 
Gagnaire in sod. (2004) so razvili metodo za ekstrakcijo in identifikacijo proteinov v Ementaler 
siru in identificirali več peptidaz, glikolitičnih encimov in stresnih proteinov, ki so večinoma 
izvirali iz bakterij Propionibacterium freudenreichii, Lactobacillus helveticus in Streptococcus 
thermophilus. Iz odkritih proteinov lahko vidimo, da se bakterije prilagajajo na različne stresne 
dejavnike, kot so nizek pH, toplota in povečan osmotski tlak, do katerih pride med fermentacijo 
in zorenjem sira. Zaradi tehničnih omejitev so lahko le nekaj bakterij in metabolnih poti 
povezali s procesom zorenja. Jardin in sod. (2012) so identificirali 30 proteinov bakterij ali 
kravjega mleka med tremi časovnimi obdobji fermentacije Švicarskega sira. Med najdenimi 
prostimi bakterijskimi proteini so bili encimi, vključeni v centralni metabolizem ogljikovih 
hidratov ter stresni proteini. 
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4.1.2 Fermenitrane ribe Siniperca chuatsi 
Fermentirane ribe Siniperca chuatsi (Chouguiyu) so eden izmed najbolj znanih kitajskih ribjih 
produktov. Po tradicionalnem postopku zmrznjene ribe solimo, zatesnimo in shranimo pri sobni 
temperaturi 7-15 dni. Spontana fermentacija zagotovi končni produkt z želenimi lastnostmi, 
okusom ter vonjem  (Ji in Zhang, 2017). Ji in Zhang, (2017) so opravili metaproteomsko analizo 
fermentirane ribe S.chuatsi z LC-MS/MS. Iz ekstrahirane bakterijske biomase so identificirali 
in anotirali 546 proteinov. Zaradi kompleksnosti vzorca fermentiranih rib, v katerem je 
prisotnih več sto ali tisoč bakterijskih sevov, so predvidevali, da manj zastopani proteini niso 
bili identificirani zaradi prisotnosti visoko zastopanih proteinov. Z gradientnim 
centrifugiranjem so pridobili različne bakterijske frakcije. S pomočjo UniProt so glede na 
pogostost določenih proteinov predvidevali pogostost posameznih sevov bakterij. Analiza je 
pokazala, da so bile dominantne bakterije Pseudoalteromonas haloplanktis, Escherichia coli in 
Psychrobacter cryohalolentis z identificiranimi 88, 63 oz. 62 proteini. Mikrobne združbe 
prisotne med fermentacijo rib imajo neposreden učinek na kakovost in varnost živila, prav tako 
pa tudi na njegove učinke na zdravje. In situ analiza proteinov nam da informacijo o metabolnih 
procesih, kar nam da razumevanje o tem, kako mikrobi vplivajo na kakovost fermentiranih rib. 
S KEGG sistemom za anotacijo so lahko anotirali 1995 proteinov, od katerih je bilo 1216 
vpletenih v metabolizem, 656 v procese replikacije in transkripcije DNA, 144 v procesiranje 
okoljskih informacij in 144 v celične procese.  
 
Ker so fermentirane ribe sistem bogat s proteini, so proste aminokisline najpomembnejši 
substrat za bakterije v združbi. Našli so 31 različnih proteaz, ki so pripadali 13 rodovom 
proteolitičnih bakterij, med drugim Bacillus spp., Escherichia spp., Photobacterium spp. in 
Vibrio.spp. Proste aminokisline, ki nastanejo s proteolizo, so tesno povezane z okusom in 
vonjem fermentiranih rib. Pretvorijo se lahko v različne hlapne spojine, ki prispevajo k okusu 
živila. Pretvorba iz aminokislin v spojine, kot so organske kisline, aldehidi, ketoni in estri, ki 
prispevajo k aromi in okusu fermentiranih rib, nastane po poteh transaminacije ali eliminacije. 
Večina encimov vključena v te poti je pripadala rodovom Staphylococcus sp.¸ 
Pseudoaltermonas sp., Escherichia sp., in Pseudomonas sp., kar nakazuje, da so to pomembni 
sevi pri procesih nastajanja oksua. Mlečno kislinske bakterije imajo pomembno vlogo v 
sistemih ribje fermentacije. V končnem produktu so odkrili proteine različnih vrst LAB. 
Skupno so identificirali 37 proteinov, ki so pripadali 19 različnim sevom LAB, in sicer  
Lactobacillus spp, Bifidobacterium spp, Enterococcus spp. in  Lactococcus lactis, 
Streptococcus agalactiae, Pediococcus pentosaceus, in Leuconostoc citreum. KEGG analiza je 
pokazala, da je bilo 19 proteinov vključenih v metabolizem ogljika in 12 v procese replikacije 
in transkripcije DNA. 
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4.1.4 Pozol  
Pozol je tradicionalno fermentirano koruzno testo, ki izvira iz jugovzhodne Mehike. Od drugih 
fermentiranih živil se razlikuje predvsem po visoki vsebnosti škroba in nizki vsebnosti 
proteinov. To je tudi razlog, zakaj sta pridobitev in karakterizacija proteinov v Pozolu težavna. 
 
 
Slika 4: Pozol (Pozol, 2020) 
S pomočjo metaproteomike so Cárdenas in sod., (2014) potrdili prisotnost prevladujočih 
mikroorganizmov, ki so bili predhodno opisani in identificirani s pomočjo mikrobioloških 
metod. Po 15 dneh fermentacije so v pozolu prevladujoče bakterije, predvsem mlečnokislinske 
bakterije (32 %) in v malo manjši meri ocetnokislinske bakterije. Skupno so identificirali 1324 
proteinov. Od tega jih je bilo 306 rastlinskega izvora, 572 bakterijskega izvora in 446 glivnega 
izvora. Izvor bakterijskih proteinov so lahko pripisali rodovom Lactobacillus, Bifidobacteria, 
Streptococcus, Weissela. Lactococcus, Acetobacter in Leuconostoc. Rodovi izvora glivnih 
proteinov so bili Aspergillus, Candida in Penicillium. Identificirati so uspeli tudi proteine prej 
neopisanih bakterij. Proteini z izvorom iz rodov Gluconoacetobacter in Gluconobacter do tedaj 
še niso bili najdeni v pozolu, čeprav pa so bili že odkriti v drugih škrobnih sistemih, kar potrdi 
relevantnost tega odkritja. 
 
Iz prevladujočih proteinov so lahko sklepali o glavnih metabolnih aktivnostih 
mikroorganizmov med fermentacijo pozola. Glavni proteini pripadajoči trem prevladujočim 
rodovom (Lactobacillus Acetobacter in Aspergillus) so vpleteni v metabolizem ogljikovih 
hidratov in proizvodnjo energije, kar kaže na to, da so tako glive kot bakterije metabolno 
aktivne pri petnajstem dnevu fermentacije pozola. Prisotni so tudi proteini, vpleteni v procese 
translacije in popravljanja proteinov ter šaperoni.  
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Da-jiang je eno izmed štirih kitajskih tradicionalnih fermentiranih živil iz soje. Uporablja se kot 
začimba in je zelo popularno zaradi specifičnega okusa, vonja in barve (Wu in sod., 2013). 
Proces izdelave da-jianga poteka v treh korakih. Najprej se sojina zrna  namaka v slanici in nato 
popari, da se zrna sprimejo v kocke. Sledita začetna priprava substrata in zaključna fermentacija 
(Xie in sod., 2019). 
 
 
Slika 5: Da-jiang (Doenjang, 2020) 
Med procesom mikroorganizmi vplivajo na sojina zrna z izločanjem encimov, prav tako pa 
vplivajo na posebno teksturo, aromo, barvo in okus sojinih proteinov (Lee in sod., 2016). 
Mikroorganizmi koristijo vire ogljika, kot so sladkorji, škrob, oligosaharidi ter vire dušika, kot 
so proteini in proizvajajo stranske metabolite. Ti pripomorejo k posebnim senzoričnim 
lastnostim da-jianga in njegovi bogati hranilni vrednosti. Ker se pri industrijski proizvodnji da-
jianga uporablja samo začetna kultura Aspergillus oryzae in Aspergillus niger in  je tako 
pripravljen da-jiang po okusu in hranilnih lastnostih veliko pustejši, je pomembno raziskati 
mikrobno diverziteto in funkcijo glavnih sodelujočih mikroorganizmov med fermentacijo 
tradicionalno pripravljenega da-jianga (Xie in sod., 2019). 
 
Zhang in sod., (2018) so analizirali metaproteom mikrobiote v naravno fermentiranem da-
jiangu, osredotočili pa so se na zadnji korak priprave, zaključno fermentacijo. Pri delu so 
uporabili štiri različne vzorce da-jianga. Odkrili so 51 proteinov, ki so bili skupni vsem štirim 
vzorcem da-jianga, od tega je bilo 42 bakterijskih proteinov in 9 glivnih. Pripadali so 25 
skupnim mikrobnim virom, 21 je bilo bakterijskih virov in  4 glivnih virov. Glavni viri glivnih 
proteinov so bili Saccharomyces cerevisiae in Schizosaccharomyces. Glavni viri bakterijskih 
proteinov so bili Enterococcus faecalis, Leuconostoc mesenteroides, Acinetobacter baumanii 
in Bacillus subtilis. Mikrobni proteini v da-jiangu so večinoma vpleteni v proces sinteze 
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proteinov, metabolizem glukoze in sintezo nukleinskih kislin. Proces sinteze proteinov, ki ga 
sestavljajo koraki iniciacije, elongacije in terminacije, zahteva sinergistično delovanje mnogih 
encimov. V metaproteomski analizi da-jianga so bili najpogosteje zaznani elongacijski faktor, 
ribosomski protein in šaperoni. Glede na to, da so identificirali več različnih proteinov 
vključenih v biosintezo aminokislin, se predvideva, da ti encimi pripadajočih sevov pomembno 
prispevajo k okusu da-jianga. V času fermentacije da-jianga število mikroorganizmov narašča. 
Med najpogostejšimi proteini so bili tako tudi proteini vpleteni v proces sinteze nukleinskih 
kislin, kot so RNA polimeraza, adenilosukcinat sintetaza, riboza-fosfat pirofosfokinaza, 
pripadajoči sevom Lactobacillus spp., Streptococcus spp.,in Saccharomyces spp. Metabolizem 
ogljikovih hidratov je eden izmed načinov pridobivanja energije, ki jo mikroorganizmi 
potrebujejo za rast, večinoma pa vključuje glikolizo, aerobno oksidacijo in pentoza fosfatno 
pot. Identificirani mikrobni proteini, vključeni v metabolizem ogljikovih hidratov, so bili  
encimi fosfokinaza, 3-fosfoglicerid dehidrogenaza in priuvat kinaza, ki sodelujejo v procesu 
glikolize. Pripadali so predvsem Lactobacillus spp., Enterococcus spp., Leuconostoc spp., and 
Saccharomyces spp. Ugotovili so, da so z vidika mikrobnega izvora in funkcije proteini 
Lactobacillus spp., Enterococcus spp., Leuconostoc spp., Streptococcus spp., Saccharomyces 
spp, in Schizosaccharomyces spp. pomembni pri nastajanju okusa v da-jiangu. 
 
Xie in sod. (2019) so naredili združeno metaomsko raziskavo 22 vzorcev, izdelanih na 
tradicionalen način. Uporabili so LC-MS/MS za kvantitativno identifikacijo mikrobnih 
proteinov in tako identificirali 1415 proteinov. S pomočjo UniProt so določili, da je večina 
proteinov pripadala rodovom Rhizopus (15,7 %), Penicillium (13,9 %), Lichthemia (3 %) in 
Saccharomyces (2,9 %). Prav tako so uporabili Gene Ontology anotacijo za določanje funkcije 
identificiranih proteinov. Ugotovili so, da identificirani proteini sodelujejo v transportu ter 
metabolizmu ogljikovih hidratov, aminokislin, proteinov, nukleotidov in koencimov. 
4.1.6 Daqu 
Kitajsko žganje je s svojo tisoče let dolgo zgodovino uporabe eno izmed najbolj znanih žganih 
pijač na svetu. Daqu je začetna kultura za produkcijo kitajskega žganja in ima pomemben vpliv 
na okus končnega produkta (Wu in Deng, 2016). Daqu nastane s fermentacijo zrnja (pšenica, 
ječmen in/ali grah) s spontano fermentacijo z mikroorganizmi iz okolja produkcije. Za daqu je 
značilna pestra mikrobna združba, v katero so vključene različne bakterije, kvasovke in plesni. 
Kot pomemben sistem so daqu predhodno že preučevali tako z metodami, ki temeljijo na 
kultivaciji mikroorganizmov kot tudi z metagenomskimi pristopi in identificirali 190 mikrobnih 
sevov, od katerih je bilo 109 bakterijskih in 81 sevov kvasovk ali plesni. Da bi izvedeli več o 
metabolni kapaciteti, populacijski dinamiki in fizioloških odzivih na okoljske dejavnike, so Wu 
in Deng (2016) izvedli metaproteomsko analizo vzorcev daquja z uporabo 2-DE in MALDI-
TOF/TOF. Iz gela so pridobili 45 proteinov, vendar so jih le 20 uspešno identificirali.16 
proteinov je pripadalo bakterijam in glivam, od tega so izvor treh lahko povezali z Bacillus 
subtilis in treh z Bacillus licheniformis. Bacillus spp. so pomembni producenti hidrolitičnih 
encimov in tvorijo na temperaturo odporne spore, kar lahko pomembno vpliva na hitrost 
pretvorbe škroba v enostavne ogljikove hidrate, primerne za nadaljnjo fermentacijo. Prav tako 
producirajo dušikove spojine, kot so npr. pirazini, ki vplivajo na aromo daquja. Identificirali so 
tudi dva kromosomalna podvojevalna iniciacijska proteina Clostridium acetobutylicum. 
Prisotnost sevov Clostridium je pogosta pri fermentaciji škrobnih surovin, odgovorni pa so za 
nastanek mešanice butanola in acetona. Metaproteomska analiza je pokazala prisotnost 
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proteinov vrst Nitrobacter winogradskyi, Agrobacterium tumefaciens in Neurospora crassa, ki 
predhodno še niso bile opisane v vzorcih daquja, katerih funkcijo je še potrebno raziskati. 
4.2 TEŽAVE  IN OMEJITVE 
Predpogoj za uspešno metaproteomsko analizo je vzorcu primerna proteinska ekstrakcija. Kot 
prvi in ključni korak metaproteomske analize mora biti ekstrakcija izvedena natančno in nam 
dati čim bolj ponovljive in reprezentativne vzorce (Speda in sod., 2017), kar je zaradi raznolike 
narave fermentiranih živil, ki pogosto vsebujejo tudi veliko rastlinskih, mlečnih ali živalskih 
proteinov, pogosto problem. 
 
Ker lahko lastni proteini živil motijo analizo, je razvoj učinkovitih metod ekstrakcije proteinov 
za posamezne sisteme ključnega pomena (Cárdenas in sod., 2014).  Fermentacija živil vključuje 
različne mikroorganizme, tako bakterije, plesni kot kvasovke, ki imajo različno strukturo 
celične stene in zato različno resistenco na celično lizo (Zhang in sod., 2018).  
 
Bioinformatična analiza je ključni del metaproteomske analize in interpretacija pridobljenih 
proteomskih podatkov je preprosta le, če imamo na voljo genomske sekvence opazovanih 
organizmov. To velikokrat predstavlja problem pri preučevanju fermentiranih živil, kjer so 
opazovani organizmi velikokrat filogenetsko precej oddaljeni od dobro okarakteriziranih 
organizmov v bazah podatkov (Wu in Deng, 2016). 
5 ZAKLJUČEK 
Fermentirana živila dobivajo v zadnjih letih veliko pozornosti zaradi prednosti, ki jih ima 
njihovo uživanje. Z metaproteomskimi študijami živil lahko odkrijemo sodelujoče organizme 
med procesom fermentacije, ki jih ni mogoče odkriti s standardnimi mikrobiološkimi 
metodami, biokemijskimi testi in kultivacijo na gojiščih. Med procesom fermentacije pride do 
razgradnje osnovnega substrata in od različnih začetnih kultur, metabolnih potencialov 
sodelujočih mikroorganizmov ter pogojev med fermentacijo je odvisno, kakšne bodo lastnosti 
nastalega živila. Preko identificiranih proteinov lahko sklepamo o funkciji mikroorganizma in 
v mikrobni združbi med potekom procesa fermentacije, kar nam lahko pomaga pri snovanju 
začetnih kultur za proizvodnjo varnih živil s kakovostno hranilno vrednostjo in želenimi 
senzorno-organoleptičnimi lastnostmi.  
 
Študije fermentiranih živil z uporabo metaproteomskih pristopov za sedaj še niso zelo številčne, 
za analizo pa se poslužujemo različnih metod, za tako kvalitativno kot kvantitativno analizo 
proteinov v vzorcih. Glede na sestavo fermentiranega živila, število mikroorganizmov prisotnih 
med fermentacijo in količine predhodno zbranih genomskih podatkov o teh mikroorganizmih 
v bazah podatkov oz. glede na možnost, da bazo pripravimo sami, je potrebno pri 
metaproteomski analizi živil skrbno optimizirati metode dela, da zagotovimo čim bolj točne in 
koristne rezultate.   
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